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Antikörper im Dienste der Pflanzenvirologie1 *
Antibodies in Plant Virus Research 
Von Renate Koenig 
Zusammenfassung 
Die gegenwärtig am häufigsten benutzten serologischen Test­
verfahren zum Nachweis und zur Charakterisierung von Pflan­
zenviren werden beschrieben. Ihre Bedeutung für die ange­
wandte Virologie und für die Grundlagenforschung werden 
dargestellt. 
Abstract 
The presently most commonly used serological testing procedures for 
the detection and characterization of plant viruses are described. Their 
usefulness for applied as well as basic virus research is discussed. 
Wirbeltiere besitzen die Fähigkeit, gegen artfremde Proteine 
und Polysaccharide Antikörper zu bilden. Sie schützen sich 
dadurch vor Krankheitserregern, die in ihren Körper eindrin­
gen, oder Toxinen, die in ihrem Körper gebildet werden. 
Stoffe, die die Bildung von Antikörpern auslösen, bezeichnet 
man als Antigene. Die Antikörper besitzen spezifisch reagie­
rende Bindungsstellen, die der Oberflächenstruktur der Anti-
1 Nach einer am 17. 2. 1983 an der Technischen Universität Berlin/ 
Fachbereich Internationale Agrarentwicklung im Rahmen des Habili­
tationsverfahrens gehaltenen Probevorlesung. 
*Herrn Dr. RUDOLF BERCKS zum 75. Geburtstag gewidmet.
gene, gegen die sie gebildet wurden, komplementär sind. Der 
häufigste Antikörpertyp, der sog. IgG-Antikörper, besitzt 
eine Y-förmige Gestalt. Jedes Antikörpermolekül hat zwei 
Antigenbindungsstellen, die sich an zwei der drei „Y-Arme" 
befinden. Dadurch kann jedes Antikörpermolekül gleichzeitig 
mit zwei verschiedenen Antigenmolekülen reagieren. Es 
kommt zu einer Vernetzung (z.B. Abb. 2 und 4), die Antigen­
moleküle verklumpen und können im tierischen Organismus 
durch bestimmte Arten von weißen Blutkörperchen unschäd­
lich gemacht werden. Das Tier wird dadurch immun gegen das 
Antigen. 
Diagnostiker der verschiedensten Fachrichtungen, u. a. 
auch die Phytomediziner, haben sich diesen Schutzmechanis­
mus der Wirbeltiere zunutze gemacht. Nach Injektion, z.B. 
von Pflanzenviren, werden in Wirbeltieren ebenfalls spezifi­
sche Antikörper gebildet. Die Pflanzenviren wirken antigen, 
obgleich sie sich nicht in den Tieren vermehren und auch keine 
Erkrankungen bei ihnen hervorrufen. Antikörperhaltige 
Seren, die man aus dem Blut von immunisierten Tieren 
· gewinnt, bezeichnet man als Antiseren.
Die wichtigsten Arbeitsschritte, die in einem virologischen
Laboratorium vom Erhalt einer Pflanze mit virusverdächtigen
Symptomen bis zur Herstellung eines virusspezifischen Antise­
rums durchgeführt werden, sind in Abbildung 1 schematisch
Vermehrung des Virus 
Auspressen des 
virushaltigen Saftes Pflanze mit virusverdächtigen 
Symptomen 
� 
elektronenmikroskopische 
Untersuchung 
auf einer geeigneten Test­
pflanze im Gewächshaus • 
Abb. l. Wichtige Arbeitsgänge 
vom Erhalt einer Pflanze mit vi­
rusverdächtigen Symptomen bis 
zur Gewinnung eines Antise­
rums. 
Serologischer 
Nachwt-is 
dt-s Virus 
in Pflanzen 
... ,,.,0 
Abrt.>ibung auf 
Testpflanzen ... 
Festslellung: 
es handelt 
sich um ein 
unbekanntes 
Virus 
Klären des virushaltigen 
Saftes z.B. mit organischen 
Prüfung mit Seren 
u gegen bekannte Viren 
--- --t keine Reaktion 
�,;�;:·� Ei 
Herstellung eines Antiserums gegen ein Sedimentation des Virus 
in de,: Ultrazentrifuge 
Gt-winnung des 
anlikörperhaltigen 
Serums aus ge -
ronnenem 
Kaninchenblut 
- . 
Jm Kaninchen Bildung 
von Antikörpern, die 
der Oberffächen -
slruktur des Virus 
komplementär sind 
Anli­
körp1r -
unbekanntes Virus 
Jnjektion des gerei 
in ein Kanin 
:,!k,���:�mikros- Po;,��rr�
a
;:;/:; 
...._ kopie 
--� 
rein unrein 
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. (Braunschweig) 37. 1985 
162 R. KOENIG, Antikörper im Dienste der Pflanzenvirologie 
Zentrifugation ' 
� 
g\ ,,!
+ 
y 
.., 
y 
.., 
y 
A 
Feststel Jung einer Präzipi tatsbi ldung 
mit dem Dunkelfeldmikroskop 
/ gestreckte Viruspartikeln Y Antikörper 
� grobe Bestandtei Je des Pflanzensaftes 
Abb. 2. Schematische Darstellung des Tropfentestes. 
dargestellt. Das Vorhandensein von Virus in der Pflanze wird 
zunächst elektronenmikroskopisch und durch Übertragung 
auf Testpflanzen nachgewiesen. Mit Hilfe von Seren gegen 
bekannte Viren kann man feststellen, ob es sich um ein bereits 
bekanntes oder ein „neues" Pflanzenvirus handelt, das dann 
auf einer großen Anzahl von Individuen einer geeigneten 
Wirtspflanze vermehrt wird. 
Etwa zwei bis vier Wochen nach der Infektion können die 
Blätter von diesen Pflanzen geerntet werden. Man gewinnt aus 
ihnen einen virushaltigen Pflanzensaft, aus dem durch ver­
schiedene, oft recht langwierige Prozeduren die normalen 
Pflanzenbestandteile möglichst vollständig entfernt werden 
Abb. 3. Dunkelfeldbild eines serologischen Präzipitates im Tropfen­
test ca. lOOfach vergrößert. 
müssen, vor allem solche, die selbst antigen wirksam sind. Aus 
dem vorgereinigten Pflanzensaft wird das Virus dann durch 
Ultrazentrifugation bei etwa 100 OOOfacher Erdbeschleunigung 
(etwa 30 000 Rotorumdrehungen pro Minute) sedimentiert 
und gegebenenfalls durch Ultrazentrifugationen in Zucker­
oder �iumchloridgradienten weiter gereinigt. Die Reinheit 
der gewonnenen Viruspräparate wird mit verschiedenen 
Methoden, z.B. der Elektronenmikroskopie und der SDS­
Polyacrylamidgelelektrophorese (Beschreibung der Methode 
unter 1.4.2) getestet. Die meisten Pflanzenviren besitzen nur 
eine Hüllprotein-Spezies, die nach Anfärbung mit Coomassie­
blue als blaue Bande im Polyacrylamidgel erscheint. Werden 
im Gel mehrere Banden beobachtet, so ist das Präparat noch 
mit normalen Pflanzenproteinen verunreinigt - es sei denn, es 
handelt sich um eines der wenigen Pflanzenviren mit mehreren 
Hüllprotein-Spezies. Ein noch mit Pflanzenproteinen konta­
miniertes Viruspräparat sollte man nach Möglichkeit nicht zur 
Immunisierung verwenden, weil man sonst Seren erhält, die 
u. U. auch mit gesundem Pflanzenmaterial reagieren. Wenn
man - ����9�r_g_!!blic�en Versuchen - ein zufrieden­
stellendes Viruspräparat erhalten hat, kann man damit ein
Kaninchen immunisieren. Nach etwa zwei bis drei Wochen ist
die Antikörperkonzentration im Blut des immunisierten
Kaninchens so hoch, daß man mit den Blutabnahmen, die in
vierzehntägigen Abständen erfolgen, beginnen kann. Aus
dem geronnenen Blut wird das Antiserum gewonnen, das nach
Zugabe von Konservierungsmitteln, z.B. 0,05 % Natrium­
azid, oder nach Gefriertrocknung praktisch unbegrenzt halt­
bar ist.
Im Laufe der letzten Jahrzehnte sind eine große Anzahl von 
Verfahren entwickelt worden, um mit Hilfe solcher Antiseren 
Viren in Pflanzen nachzuweisen und näher zu charakterisieren 
(zusammenfassende Darstellung z.B. bei VAN REGENMOR­
TEL, 1982). Einige wichtige Verfahren sollen im ersten Teil 
dieses Aufsatzes näher beschrieben werden; im zweiten Teil 
werden einige Anwendungsgebiete der Serologie in der 
pflanzlichen Virusforschung erläutert. 
1. Häufig benutzte serologische Testverfahren in der
Pflanzenvirologie
1.1. Präzipitinteste in flüssigem Medium 
Diese Tests gehören zu den am längsten in der Pflanzenvirolo­
gie angewandten serologischen Nachweisverfahren. Im Röhr­
chentest werden in kleinen Reagenzröhrchen etwas Antiserum 
und Saft von virusverdächtigen Pflanzen vermischt. Eine Aus­
flockung zeigt die Anwesenheit von Virus an. Dieser Röhr­
chentest erfordert ziemlich große Mengen an Antiserum und 
ist nicht besonders empfindlich. Eine Verfeinerung stellt der 
sog. Tropfen�est dar (Abb. 2), bei dem auf einem Objektträ­
ger ein Tropfen zentrifugierter Pflanzensaft und ein Tropfen 
Serum vermischt werden. Nach etwa 45minütiger Inkubation 
in einem lliutschrank mit hoher Luftfeuchtigkeit wird mit 
Hilfe eines Dunkelfeldmikroskopes geprüft, ob sich ein Präzi­
pitat (Abb. 3) gebildet hat, das die Anwesenheit von Virus im 
Pflanzensaft anzeigt. Dieser Tropfentest ist jahrzehntelang 
vom deutschen Pflanzenschutzdienst und von Züchtern 
benutzt ·worden, um jährlich über eine Million Stichproben 
von Pflanzkartoffeln bzw. Basispflanzgut auf Virusfreiheit zu 
testen. 
Präzipitinteste in flüssigem Medium eignen sich vor allem 
für die relativ großen gestreckten Viren. Ihr Vorteil ist, daß 
das Testergebnis in weniger als einer Stunde vorliegt. Leider 
sind diese Verfahren nicht besonders empfindlich, und man 
kann mit ihnen auch nicht feststellen, ob an einer Reaktion 
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Abb. 4. Schematische Darstellung des Agargeldop­
peldiffusionstestes (Erklärung siehe Text). 
� grobe Besrandtei Je des Pflanzensaftes 
nur ein einziges Antigen oder mehrere beteiligt sind. Letzteres 
kann z.B. der Fall sein, wenn eine Pflanze mit zwei verschie­
denen Viren infiziert war und gegen beide Antikörper gebildet 
wurden. Ebenso kann ein Serum, das gegen ein nicht völlig 
reines Viruspräparat hergestellt wurde, auch Antikörper 
gegen normale Pflanzenproteine erhalten, die dann ebenfalls 
mit Pflanzenextrakten reagieren würden. Wegen dieser Nach­
teile sind im Laufe der vergangenen Jahrzehnte eine große 
Anzahl von Testverfahren entwickelt worden, bei denen ent­
weder die Empfindlichkeit oder das Differenzierungsvermö­
gen für komplexe Antigengemische oder beides erheblich 
verbessert wurden. 
1.2. Präzipitinteste in Agar- oder Agarosegelen 
Diese Testverfahren besitzen gegenüber den Präzipitintesten 
in flüssigem Medium ein wesentlich verbessertes Differenzie­
rungsvermögen für komplexe Antigengemische. Auch braucht 
man den Pflanzensaft vor der Testung nicht zu zentrifugieren, 
da größere Teilchen, die im flüssigen Medium den Nachweis 
der Präzipitate stören, nicht in das Gelmedium hineindiffun­
dieren. 
Allerdings ist auch die Diffusion größerer Viruspartikel, 
besonders der langen gestreckten Viren, stark gehemmt, so 
daß diese Verfahren vor allem für isometrische Viren ange­
wandt werden. Als besonders nützlich in der Pflanzenvirologie 
haben sich der Agar( ose )geldoppeldiffusionstest und die 
Immunelektrophorese erwiesen. 
l.2.1 Der Agar( ose )geldoppeldiffusionstest
Bei diesem Test (Abb. 4) werden in eine Agar- oder Agarose­
gelschicht in einer Petrischale oder auf einem Objektträger 
Löcher gestanzt, die entweder mit Antiserum oder mit Pflan­
zensaft gefüllt werden. Antikörper und Antigene diffundieren 
in das Gel, und dort, wo sie aufeinandertreffen, entsteht eine 
Präzipitationslinie. Der Agargeldoppeldiffusionstest kann 
zum Routinenachweis von Viren benutzt werden, vorausge­
setzt, daß diese in relativ hoher Konzentration in den Pflanzen 
vorkommen (Abb. 5). Bei komplexen Antigengemischen wird 
oft nicht nur eine Präzipitationslinie gebildet, sondern je nach 
Anzahl der Komponenten im Komplex entstehen mehrere 
konzentrische Linien. In Abbildung 6 wurde ein Agargeltest 
mit einem Antiserum asP durchgeführt, das gegen ein nur 
partiell gereinigtes Viruspräparat P hergestellt worden war. 
Dieses Antiserum enthielt nicht nur Antikörper gegen das 
Virus, mit dem eine gebogene Präzipitationslinie gebildet 
wurde, sondern auch gegen normale Pflanzenproteine, die 
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eine gerade Präzipitationslinie lieferten. Mit dem hochgerei­
nigten Viruspräparat H entstand nur eine Präzipitationslinie. 
Mit Hilfe des Agargeldoppeldiffusionstestes kann man wei­
terhin Aufschluß über die serologische Identität oder Nicht­
identität von zwei ähnlich erscheinenden Viren, die man in 
benachbarte Löcher einpipettiert, erhalten' (Abb. 7). Bei sero­
logisch identischen Viren gehen die Präzipitationslinien glatt 
Abb. 5. Routinenachweis von Viren im Agargeldoppeldiffusionstest. 
Die mittlere Lochreihe enthält Antiserum, die obere und untere 
Lochreihe Preßsäfte aus virusverdächtigen Pflanzen. Die Bildung von 
Präzipitinlinien zeigt das Vorhandensein von Virus an. 
Abb. 6. Doppellinienbildung im Agargeldoppeldiffusionstest bei kom­
plexen Antigengemischen. Gegen ein partiell gereinigtes Viruspräpa­
rat P wurde ein Antiserum asP hergestellt, das neben virusspezifischen 
Antikörpern auch Antikörper gegen normale Pflanzenproteine ent­
hält. Die mit dem Virus gebildete Präzipitationslinic ist gebogen, die 
mit Pflanzenproteinen gebildete ist gerade. Mit dem hochgereinigten 
Viruspräparat H wird nur eine Präzipitationslinie gebildet. 
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Abb. 7. Vergleich von neuisolierten Viren mit einem bekannten Virus 
'ab' im Agargeldoppeldiffusionstest. Oben: Das neuisolierte Virus 
'ab' ist mit dem bekannten Virus 'ab' serologisch identisch, die beiden 
Präzipitationslinien fusionieren. Unten links: Das neuis9lierte Virus 
'ac' ist mit dem Virus 'ab' verwandt, aber nicht identisch, es wird ein 
sog. Sporn gebildet. Unten rechts: Das neuisoliert&-Virus 'cd' ist mit 
dem Virus 'ab' serologisch nicht verwandt, die Präzipitationslinien, 
die mit einem Serum, das Antikörper gegen beide Viren enthält, 
gebildet werden, kreuzen sich. 
ineinander über. Bei serologisch verwandten, jedoch nicht 
völlig identischen Viren werden sogenannte Sporne gebildet, 
bei nicht verwandten Viren schneiden sich die Präzipitationsli­
nien, die mit Antiseren gebildet werden, die Antikörper gegen 
beide Virustypen enthalten. 
1.2.2 Die Immunelektrophorese 
Ein noch besseres Differenzierungsvermögen für komplexe 
Antigengemische bzw. eine noch bessere Charakterisierung 
von neuentdeckten Viren kann man erreichen, wenn man 
serologische und elektrophoretische Techniken verbindet, 
z.B. in der lmmunelektrophorese (Abb. 8). Die Antigene
werden zunächst in ein Loch in einer Agarosegelschicht auf
einem Objektträger eingefüllt. Sodann wird ein elektrisches
Feld angelegt, und die Antigene wandern entsprechend ihrer
Ladung entweder in die Richtung zum positiven oder negati­
ven Pol. Anschließend wird ein Trog parallel zur ursprüngli­
chen Wanderungsrichtung des elektrischen Stromes aus der
Agarosegelschicht ausgehoben und mit Antiserum gefüllt.
Antigene und Antikörper diffundieren im Agarosegel, und wo
sie aufeinandertreffen, entsteht eine Präzipitationslinie (Abb. 
8). Abbildung 9 zeigt die Auftrennung von vier serologisch 
verwandten Viren in der Immunelektrophorese. Im Tropfen­
test wäre mit einem Gemisch der vier Viren nur ein einziges 
Präzipitat zu beobachten gewesen, und selbst im Agargeldop­
peldiffusionstest wäre es wahrscheinlich zu einer Überlage­
rung der vier Linien gekommen. 
Bei den bisher beschriebenen Präzipitintesten in flüssigem 
Medium oder in Gelen werden sichtbare Präzipitate nur dann 
gebildet, wenn relativ große Virusmengen vorliegen. Bei 
geringen Virusmengen sind die Präzipitate so klein, daß sie oft 
selbst mikroskopisch nicht mehr nachweisbar sind. Eine Sicht­
barmachung des Reaktionserfolges ist jedoch möglich, wenn 
die Antikörper vorher mit Stoffen gekoppelt werden, die 
entweder durch ihre besondere Größe oder durch eine Farbre­
aktion auffallen. 
1.3. Testverfahren mit künstlich vergrößerten Antikörpern 
Zu diesen Verfahren gehören der Latextest und die Hämag­
glu tinationsteste. Vor der Reaktion werden die Antikörper an 
die wesentlich größeren Latexpartikel oder an Erythrozyten 
angelagert. Auf dem Schema in Abbildung 10 ist ersichtlich, 
daß mit einer geringen Anzahl von Viruspartikeln, die im 
Tropfentest ein sehr kleines, auch mikroskopisch nicht mehr 
sichtbares Präzipitat liefern würden, nun voluminöse Aggluti­
nate entstehen. Beim Latextest wird dadurch eine etwa 
lOOfache Steigerung der Empfindlichkeit des Virusnachweises 
gegenüber den Präzipitintesten erreicht. 
1.4. Testverfahren mit Antikörpern, die mit einem Enzym 
markiert wurden 
Bei diesem Testverfahren werden die Antikörper mit einem 
Enzym gekoppelt, das ein auffällig gefärbtes Reaktionspro­
dukt liefert. Dadurch können gegenüber den Präzipitintesten 
bis zu 20 OOOfache Empfindlichkeitssteigerungen erreicht wer­
den. Weniger als ein milliardstel Gramm Virus kann nachge­
wiesen werden. 
1.4.1 ELISA 
ELISA ist die Abkürzung für Enzyme linked immunosorbent 
assay. Dieses Verfahren ist ausführlich von CASPER und 
MEYER (1981) in dieser Zeitschrift beschrieben worden. Die 
einzelnen Arbeitsschritte sind in Abbildung 11 schematisch 
dargestellt und in Tabelle 1 erläutert. Die Vertiefungen von 
Polystyrenplatten (Abb. 12) werden zunächst mit nichtmar­
kierten Antikörpern beschichtet. Nach gründlichem Auswa-
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Abb. 8. Schematische Darstellung einer 
Immunelektrophorese (Erklärung siehe Text). 
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Tab. 1. Arbeitsschritte im direkten double antibody sandwich ELISA 
Arbeitsschritt 
1. Beschichten der Platte mit 
Globulin (nichtmarkierter 
Antikörper) 
-0,2 ml/Vertiefung-
2. Zugabe der Probe
- 0,2 ml/Vertiefung -
3. Zugabe von enzymmarkier­
tem Antikörper (Konjugal)
-0,2 ml/Vertiefung-
4. Zugabe des Enzymsubstrates
-0,3 ml/Vertiefung-
Puffer 1 (Beschichtungspuffer) 
Na2C03 1,59 g 
NaHC03 2,93 g 
NaN3 0,2 g 
H20 ad 1000 ml 
pH 9,6 
Verdünnung des Reagens bzw. 
der Probe 
z. B. 1: 1000 in Puffer 1 
z.B. 1:10 und 1:30
(g Blattmaterial/ml) in Puffer 2b
z.B. 1:1000 in Puffer 2b 
0,6 mg/ml p-Nitrophenylphos­
phat (Boehringer Mannheim) in 
Puffer 3 (frisch ansetzen!) 
Puffer 2a (Waschpuffer) 
NaCl 
KCI 
KH2P04 
Na2HP04 X 2 H20 
NaN3 
8,0 g 
0,2 g 
0,2 g 
1,44 g 
0,2 g 
0,5 ml Tween 20 (Merck) 
H20 ad 1000 ml 
pH 7,4 
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Abb. 9. Immunelek­
trophorese von vier 
verschi·edenen Stäm­
men eines Virus, die 
unterschiedliche La­
dung besitzen. 
A. 'O'O<. 
Abb. 10. Schematische Darstellung des Latextestes. Eine geringe 
Anzahl von Viruspartikeln, die im Tropfentest (A) ein wegen seiner 
geringen Größe nicht mehr nachweisbares Präzipitat liefern würden, 
führen mit den an Latexpartikeln adsorbierten Antikörpern zu einem 
voluminösen Agglutinat (8). 
Abb. 11. Schematische Darstellung der Arbeitsgänge im direkten 
ELISA (double antibody sandwich ELISA). 
Abb. 12. Virusnachweis auf einer ELISA-Platte. Die Farbentwicklung 
in einigen Löchern zeigt das Vorhandensein von Virus an. 
Anschließende Inkubation der 
Platten 
mindestens 2 h 30 °C 
über Nacht 4 °C ( evtl. 4 h 30 °C) 
4 h 30 °C ( evtl.über Nacht 4 °C) 
0,5 bis 3 h bei Zimmertempe­
ratur 
Puffer 2b (Probenpuffer) 
wie Puffer 2a, jedoch zusätzlich: 
Polyvinylpyrollidon 10 000 (Ser-
va) 20 g 
Nachbehandlung der Platten 
3 x waschen mit Puffer 2a, Puffer 
jeweils mindestens 3 min auf den 
Platten lassen 
visuelle Bonitur oder evtl. nach 
Zugabe von 0,05 ml 3 NNaOH/
Vertiefung photometrische Bo­
nitur 
Puffer 3 (Substratpuffer) 
Diäthanolamin (Fluka) 97 ml 
NaN3 0,2 g 
H2ü 600 ml 
1 NHCl bis pH 9,8 
H20 ad 1000 ml 
in dunkler Flasche im Kühl­
schrank aufbewahren! 
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Abb. 13. Unterschiedliche Nachweisbarkeit von serologisch verwand­
ten Viren mit verschiedenen Varianten des ELISA-Verfahrens. Das 
Antiserum war gegen das Virus EMCV hergestellt worden. Mit der 
ELISA-Variante ganz rechts (double antibody sandwich ELISA) wird 
nur das homologe Virus EMCV nachgewiesen, mit den übrigen 
Varianten in unterschiedlicher Stärke auch verschiedene andere sero­
logisch verwandte Viren (aus: Koenig and Paul, Acta Horticulturae 
127, 17-21, 1983). 
Abb. 14. Schematische Darstellung der Arbeitsgänge im Electro-blot 
imrnunoassay mit enzyrnrnarkierten Antikörpern. 
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sehen der nichtgebundenen Antikörper werden die Vertiefun­
gen mit dem Saft von virusverdächtigen Pflanzen gefüllt. 
Wenn in einer Saftprobe Viruspartikeln vorhanden sind, wer­
den diese an die Antikörper gebunden. Nach erneutem gründ­
lichen Waschen werden die Vertiefungen der Platte mit einer 
Lösung von enzym-markierten Antikörpern beschickt. Diese 
enzym-markierten Antikörper werden nur in den Vertiefun­
gen an die Platten gebunden, in denen im vorhergehenden 
Arbeitsschritt Virus gebunden worden war. Nichtgebundene 
enzym-markierte Antikörper werden durch gründliches 
Waschen entfernt, und die Vertiefungen der Platte werden 
zum Schluß mit einer Lösung beschickt, die ein farbloses 
Substrat des Enzyms enthält. In denjenigen Vertiefungen, in 
denen Virus und dadurch auch enzym-markierte Antikörper 
gebunden worden sind, kommt es zu einer Umwandlung des 
farblosen Substrates in ein auffällig gefärbtes Reaktionspro­
dukt (Abb. 11 und 12). In der Pflanzenvirologie wird zur 
Markierung der Antikörper besonders häufig alkalische Phos­
phatase benutzt. Als Substrat wird das farblose p-Nitrophenyl­
phosphat verwendet, das durch Phosphatabspaltung in gelbge­
färbtes p-Nitrophenol umgewandelt wird. 
Die verschiedenen Arbeitsschritte lassen ELISA im Ver­
hältnis zu den Präzipitintesten kompliziert erscheinen, doch 
lassen sich die meisten Arbeitsschritte mit entsprechenden 
Geräten auch automatisch durchführen. Wegen seiner hohen 
Empfindlichkeit konnten mit ELISA viele besonders gefährli­
che Viren, z.B. das Blattrollvirus der Kartoffel, viele Obstvi­
ren, das beet necrotic yellow vein virus, das die Zuckerrüben­
rizomanie hervorruft, das barley yellow mosaic virus und viele 
andere zum ersten Mal in einem serologischen Routinetest 
erfaßt werden. Die gesamte Pflanzguttestung der Kartoffel in 
Deutschland ist auf ELISA umgestellt worden. ELISA-Präpa­
rate zum Nachweis verschiedener besonders wichtiger Pflan­
zenviren sind kommerziell erhältlich. 
In Abbildung 11 ist das beim Routinenachweis von Pflan­
zenviren besonders häufig verwendete double antibody sand­
wich-Verfahren des ELISA dargestellt. Andere ELISA-Ver­
fahren arbeiten mit F(ab)-Fragmenten von Antikörpern, mit 
Antikörpern von verschiedenen Tierarten und mit Anti-Anti­
körpern (z.B. KOENIG und PAUL, 1983). Mit diesen Varianten 
kann man je nach den Erfordernissen einzelner Virus-Wirts­
Kombinationen die Empfindlichkeit des Nachweises steigern, 
die Nachweisbarkeit von serologisch entfernt verwandten 
Stämmen verbessern, oder umgekehrt das Differenzierungs­
vermögen für einzelne nahe verwandte Virusstämme erhöhen. 
Die unterschiedliche Nachweisbarkeit von vier serologisch 
verschieden entfernt verwandten Viren mit vier verschiedenen 
Varianten des ELISA ist in Abbildung 13 dargestellt. 
1.4.2 Electro-blot immunoassay 
Im ELISA kann man ähnlich wie bei den Präzipitintesten im 
flüssigen Medium nicht entscheiden, ob an einer Reaktion ein 
oder mehrere Antigene beteiligt waren. Das kann bei der 
hohen Empfindlichkeit von ELISA besonders problematisch 
sein, wenn man bei schwer zu reinigenden Viren mit Antiseren 
arbeiten muß, die noch Antikörper gegen Normalproteine 
enthalten. Eine weit bessere Differenzierung von komplexen 
Antigengemischen ist im Electro-blot immunoassay (z.B. 
KOENIG und BURGERMEISTER, 1986) möglich, in dem das 
Virusprotein nicht nur aufgrund seiner serologischen Reaktivi­
tät, sondern auch aufgrund seines Molekulargewichtes identi­
fiziert wird (Abb. 14). Pflanzensaft und evtl. in ihm enthaltene 
Viruspartikeln werden zunächst mit dem stark anionischen 
Detergens Natriumdodezylsulfat (engl.: sodium dodecylsul­
fate, Abk.: SDS) behandelt. Das SDS lagert sich an die 
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Abb. 16 (rechts). 
Triebspitze einer mit 
Kartoffelvirus X infi­
zierten Kartoffel­
pflanze nach Anfär-
bung mit Fluoreszein­
markierten Antikör­
pern. Tm Vegetations­
kegel ist kein Virus 
nachweisbar. Die äl­
teren Zellen an der 
Basis zeigen dagegen 
eine starke Reaktion 
mit den fluoreszieren-
den Antikörpern 
1 2 3 4 5 6 (aus: Weidemann, Phytopathol. Z. 101, 
93, 1981). 
Abb. 15 (oben). Virusnachweis im Electro-blot immunoassay mit einem Antiserum, 
das neben virusspezifischen Antikörpern auch Antikörper gegen normale 
Pflanzenproteine enthält. Bahn 1 und 6 enthalten ein teilgereinigtes Viruspräparat, 
die untere Bande wird durch das Virushüllprotein gebildet. In den Bahnen 2-5 sind 
Pflanzensäfte aufgetragen. Nur in den Bahnen 4 und 5 ist das Virusprotein nachweis­
bar (aus: Koenig, Lesemann und Burgermeister. Phytopathol. Z. 111, 244-250, 
1984). 
Proteine an, wodurch diese eine stark negative Ladung anneh­
men und entfaltet werden. Die Viruspartikeln zerfallen dabei 
in ihre Proteinuntereinheiten und Nukleinsäure. Die freige­
setzten Pflanzen- und Virusproteine werden dann in einem 
Polyacrylamidgel nach ihrer Größe elektrophoretisch aufge­
trennt. Größere Moleküle wandern im dichten Netzwerk des 
Polyacrylamids langsamer als kleinere. Die ursprünglichen 
Ladungsunterschiede zwischen den Proteinen spielen bei die­
ser Art der Elektrophorese keine Rolle mehr, da sie durch die 
starke negative Ladung des SDS überdeckt werden. Vom 
Polyacrylamidgel werden die Proteine dann ebenfalls elektro­
phoretisch auf eine Nitrozellulosemembran übertragen, wo sie 
- im Gegensatz zu den Verhältnissen im Polyacrylamidgel -
für Antikörper leicht zugänglich sind. Die Bindung von virus­
spezifischen Antikörpern an einzelne Proteinbanden erfolgt
mit markierten globulinspezifischen Antikörpern einer ande­
ren Tierart (Anti-Antikörpern, z.B. Anti-Kaninchenantikör­
pern, die in Ziegen hergestellt werden). Erfolgt die Markie­
rung der Antikörper mit einem Enzym, so muß man anders als
im ELISA ein Substrat wählen, das einen unlöslichen Farb­
stoff liefert.
Antikörper können auch mit anderen Stoffen, z.B. fluores­
zierenden oder radioaktiven Verbindungen oder mit kolloida­
lem Gold markiert werden. 
Bei Verwendung von Antiseren, die auch Antikörper gegen 
normale Pflanzenproteine enthalten, kann man anhand der 
Lage der Banden zwischen Virusprotein und normalen Pflan­
zenproteinen unterscheiden (Abb. 15). Das Verfahren kann 
auch zur Reinheitskontrolle von Viruspräparaten und zum 
Nachweis von Antikörpern gegen normale Pflanzenproteine in 
Seren benutzt werden. Mit Antiseren gegen hochgereinigte 
Viruspräparate kann man darüber hinaus einen partiellen In­
situ-Abbau von Virusproteinen bzw. das Vorkommen von 
höhermolekularen Vorstufen von Virusproteinen in Pflanzen 
oder auch , in In-vitro-Translationssystemen untersuchen. 
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Durch den Vergleich der Reaktivität intakter Viruspartikeln 
und der abgespaltenen „freien" Proteine kann man Auf­
schlüsse darüber erhalten, ob einzelne antigene Bereiche im 
Innern oder an der Oberfläche der Viruspartikeln liegen. 
Electro-blot immunoassay eignet sich nicht nur für Untersu­
chungen am Hüllprotein des Virus. Auch andere virusassozi­
ierte Proteine, z.B. Replikasen und Proteine, die direkt an 
Nukleinsäuren gebunden sind (VPgs), können damit identifi­
ziert werden. 
1.5 Testverfahren mit Antikörpern, die mit fluoreszierenden 
Stoffen, radioaktiven Isotopen oder kolloidalem Gold mar­
kiert wurden 
Auf die Möglichkeit, Antikörper mit fluoreszierenden Stof­
fen, radioaktiven Isotopen oder kollodialem Gold zu markie­
ren, wurde bereits bei der Besprechung des Electro-blot 
immunoassays hingewiesen. Von besonderer Bedeutung sind 
derartig markierte Antikörper vor allem auch für histologische 
und zytologische Untersuchungen über das Vorkommen von 
Viren in einzelnen Gewebepartien oder Zellorganellen, in 
denen sie licht- oder elektronenmikroskopisch nachgewiesen 
werden (Abb. 16), (z.B. WEIDEMANN, 1981). 
1.6 Immunelektronenmikroskopische Nachweisverfahren mit 
nichtmarkierten Antikörpern 
Diese Testverfahren, von denen die beiden wichtigsten in 
Abbildung 17 schematisch dargestellt sind, haben besondere 
Bedeutung für die schnelle Identifizierung von Viren in infi­
zierten Pflanzen. In der immunosorbent electronmicroscopy 
(ISEM) (MILNE and LESEMANN, 1984) werden auf Objektträ­
gerfilmen, die mit Antikörpern beschichtet wurden, wesent­
lich mehr Virusteilchen gebunden als auf nichtvorbehandelten 
Filmen (Abb. 17 A, Abb. 18). Im Dekorationstest werden die 
Virusteilchen nach der Anheftung auf den Objektträgerfilmen 
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Abb. 17. Schematische Darstellung einiger immunelektronenmikro­
skopischer Verfahren. 
A. In der immunosorbent electronmicroscopy (ISEM) wird auf
Objektträgerfilmen, die mit Antikörpern vorbeschichtet waren 
(rechte Seite), eine größere Anzahl von Viruspartikeln gebunden als 
in der Kontrolle (linke Seite). 
B. Im Dekorationstest werden die Viruspartikel von den gebundenen
Antikörpern wie mit einer Hülle umgeben (rechte Seite).
mit Antikörpern behandelt. Wenn die Antikörper mit dem 
Virus reagieren, erscheinen die Virusteilchen wie mit einem 
Pelz besetzt (Abb. 17B, Abb. 19). Mit diesem Test kann man 
auch feststellen, ob Mischinfektionen mit zwei morphologisch 
ähnlichen, aber serologisch unterschiedlichen Viren vorliegen 
(Abb. 19). Selbstverständlich kann man ISEM und Dekora­
tionstest auch kombiniert durchführen. 
Abb. 18. !SEM-Test mit peanut clump 
virus. Links: Unbehandelter Objektträ­
gerfilm. Rechts: Objektträgerfilm vor­
beschichtet mit Antikörpern. 
Abb. 19. Dekorationstest. In einem 
Mischpräparat von zwei morphologisch 
ähnlichen, aber serologisch verschiede­
nen Viren reagiert nur der eine Virustyp 
mit den Antikörpern. 
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2. Anwendungsgebiete für serologische Testverfahren in
der Pflanzenvirologie
Serologische Testverfahren finden breite Anwendung in den
verschiedensten Gebieten der angewandten Virologie und in
der Grundlagenforschung. Einige besonders wichtige Anwen­
dungsgebiete sollen im folgenden aufgezählt werden.
2.1. Mit Hilfe serologischer Methoden kann man feststellen,
ob das Saat-, Pflanz- oder Pfropfgut einer Kultur frei von
bekannten Viren ist. Abbildung 20 zeigt an einem schwer
virusgeschädigten Kartoffelfeld die Folgen der Verwendung
von nicht auf Virus getestetem Pflanzgut. Es ist der gesetzlich
vorgeschriebenen Überwachung des Kartoffelpflanzgutes zu
verdanken, daß die Kartoffelfelder in Deutschland heute nicht
einen so traurigen Anblick bieten wie auf Abbildung 20. Die
Verwendung von gesundem Pflanzgut ist aber nicht nur bei
Kartoffeln eine der wichtigsten Methoden zur Abwehr von
Schäden durch nichtbodenbürtige Viren. Das gleiche gilt auch
für andere vegetativ vermehrte Kulturen, z.B. bei Zierpflan­
zen für Stecklinge oder Zwiebeln, im Obst- und Weinbau für
Propfreiser und -unterlagen und bei samenübertragbaren
Viren auch für Samen, z.B. beim Salat. Wenn ein Bestand
einmal mit Virus verseucht ist, ist eine direkte Bekämpfung,
z.B. durch Spritzung mit Chemikalien, nicht mehr möglich.
Gelegentlich kommt es vor, daß eine Sorte hundertprozentig
mit Virus verseucht ist. Man kann dann gesundes Pflanzgut oft
durch Meristemkultur und/oder Hitzetherapie erhalten. Da
der Erfolg dieser Maßnahmen aber nie hundertprozentig ist,
muß man wieder auf serologische Testverfahren zurückgrei­
fen, um gesunde Mutterpflanzen zu selektionieren.
2.2. Mit Hilfe von serologischen Verfahren kann man die
Ausbreitung von neu auftretenden Virosen verfolgen. Barley
yellow mosaic virus und beet necrotic yellow vein virus, die
Erreger des Gerstengelbmosaiks bzw. der Zuckerrübenrizo­
manie, breiten sich in den letzten Jahren in Deutschland stark
aus und rufen schwere wirtschaftliche Schäden hervor. Sie sind
nicht im Saatgut, sondern im Boden enthalten. Ihr Nachweis
in bestimmten Gebieten ermöglicht es, die dortigen Anbauer
über die Verwendung von resistenten oder toleranten Sorten
zu beraten, die unter Nichtbefallsbedingungen wegen anderer
Eigenschaften möglicherweise weniger attraktiv sind.
2.3. Mit Hilfe serologischer Verfahren kann man virusresi­
stente Zuchtlinien identifizieren.
2.4. Mit Hilfe serologischer Verfahren kann man feststellen,
ob der Erreger einer „neuen" Virose bereits aus anderen
Pflanzenarten, die als Virusreservoir dienen können, bekannt
ist oder ob es sich um ein „neues" Virus handelt.
2.5. Man kann weiterhin feststellen, ob ein „neues" Virus
mit bekannten Viren serologisch verwandt ist. Wenn das der
Fall ist, kann man oft schon Vorhersagen über andere wichtige
Eige11schaften des neuen Virus machen, z.B. über seine Über­
tragbarkeit durch Insekten oder andere Organismen.
2.6. Mit serologischen Methoden kann man den Virusgehalt
in einzelnen Pflanzenteilen und in teilgereinigten Präparaten
abschätzen. Mit Antiseren gegen Normalproteine aus gesun­
den Pflanzen kann man Aufschlüsse über den Reinheitsgrad
von Viruspräparaten erhalten.
2. 7. Auf die Möglichkeit einer histologischen und zytologi­
schen Lokalisierung von Virusteilchen wurde bei der Bespre­
chung markierter Antikörper hingewiesen (Abschnitt I,5).
2.8. Ebenso wurde auf die Möglichkeit einer Strukturanalyse
von Viren mit serologischen Methoden hingewiesen
(Abschnitt I,4b). Man kann mit serologischen Methoden auch
feststellen, welche Aminosäureequenzen an oder in der Nähe
der Virusoberfläche liegen, denn nur Aminosäureaustausche
in diesen Bereichen beeinflussen die serologische Reaktivität.
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Abb. 20. Stark virusgeschädigtes Kartoffelfeld, das mit nicht auf Virus 
getestetem Pflanzgut aus einem Nachbauversuch bestellt wurde. Der 
Bestand ist durch das unvollständige Auskeimen der Knollen und 
erhebliche Wachstumsdepressionen bei einem Teil der Pflanzen lückig 
und wenig geschlossen. 
2.9. Serologische Methoden können schließlich Auskunft 
über die Funktion einzelner Genomabschnitte der Virus-Nu­
kleinsäure geben. Die In-vitro-Translationsprodukte einzelner 
Nukleinsäureabschnitte lassen sich besonders zuverlässig mit 
serologischen Methoden identifizieren und vergleichen. 
In den letzten Jahren haben neben den meist in Kaninchen 
hergestellten polyklonalen Antiseren in der Pflanzenvirologie 
auch monoklonale Antikörper großes Interesse gefunden (z.B. 
SANDER and DIETZGEN, 1984). Zu ihrer Herstellung werden 
Milzzellen immunisierter Mäuse mit Myelomzellen somatisch 
hybridisiert. Die entstehenden Hybridomazellen können in 
Gewebekultur oder nach Übertragung auf Mäuse große Men­
gen von völlig identischen, für eine einzige determinante 
Gruppe des Virus spezifische Antikörper liefern. Dadurch sind 
u. U. sehr empfindliche Differenzierungen von nahe verwand­
ten Virusstämmen möglich. Auch wenn sich Viren nur schwer
von normalen Pflanzenproteinen reinigen lassen, können
monoklonale Antikörper von großem Nutzen sein.
Wie eingangs erwähnt wurde, sind virusspezifische Antikör­
per Proteine, deren Bindungsstellen der Oberfläche des Virus­
hüllproteins komplementär sind. Alle Viren enthalten neben 
dem Hüllprotein Nukleinsäure als wichtigsten Bestandteil. Bei 
manchen Viren wird temporär und bei den Viroiden permanent 
kein Hüllprotein gebildet. In jüngster Zeit hat man gelernt, 
auch für Nukleinsäuren mit bestimmten Enzymen komplemen­
täre Formen herzustellen, z.B. komplementäre Desoxyribo­
nukleinsäure ( cDNS). Diese kann in Plasmide eingebaut und in 
Bakterien vermehrt werden (z.B. RüSNER and BAR-JOSEPH, 
1984, BURGERMEISTER et al., 1986). Die Vor- und Nachteile 
von Nachweismethoden, die auf der Verwendung von komple­
mentären Nukleinsäuren beruhen, sollen in einer der nächsten 
Ausgaben dieser Zeitschrift diskutiert werden. 
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Resistenzselektion in vitro am Beispiel des Systems Kartoffel/ 
Phytophthora infestans (Mont.) De Bary 
In vitro selection for resistance exemplified by the system potato/Phytophthora infestans (Mont.) De Bary 
Von 8. Foroughi-Wehr und K. Stolle 
Zusammenfassung 
Bei Kartoffelgewebekulturen wurde untersucht, wie sich 
Genotypen mit unterschiedlichen Resistenzformen in vitro 
gegenüber Phytophthora infestans verhalten. Zur Bonitur 
diente die Zuwachsrate vom Kallus auf Kulturmedium, dem 
Filtrate des Mediums zugesetzt waren, auf dem der Pilz ca. 
3 Wochen abiotisch gewachsen war. Das Filtrat des Pilznähr­
mediums enthält toxinähnliche Substanzen, die Kartoffelknol­
lengewebe innerhalb weniger Tage zum Absterben bringen. 
Die von anfälligen Kartoffelkulturen stammenden Kalli zeig­
ten eine konzentrationsabhängige Wachstumshemmung. 
Dagegen wuchs Kallus von einem resistenten dihaploiden 
Klon zunächst ungehemmt auf toxinhaltigem Medium, wurde 
aber nach 4 Wochen schwarz und nekrotisch. 
In beiden Fällen war somit eine Reaktion auf den Toxinzu­
satz erkennbar. Bei toxinbedingter verminderter Wachstums­
rate kann auf mutierte Klone (,Somaklone') mit normaler 
Wachstumsrate selektiert werden, aus denen möglicherweise 
Pflanzen mit erhöhter Phytophthora-Resistenz hervorgehen. 
Da sich Resistenz in vitro aber auch mit der Lokalisierung des 
Befalls durch schnelles Absterben der befallenen Zellen aus­
prägt, sollten dabei nekrotische Somaklone nicht als anfällig 
verworfen werden, weil dies ein Hinweis auf Überempfind­
lichkeit und damit auf Resistenz sein könnte. Die Vermutung, 
daß die Nekrosen am Kallus auf Phytoalexinbildung zurückzu­
führen seien, bestätigten sich nicht. 
Abstract 
lt was tested in tissue cultures of potato, how genotypes with different 
modes of resistance reaet to Phytophthora infestans infection in vitro. 
The increase of callus growth was measured on medium supplemented 
with filtrates of the medium, on which the fungus grew for 3 weeks 
abiotically. The filtrate of the fungal culture medium contains toxin 
like compounds, which kill potato tuber tissue within a few days. Calli 
from susceptible potato clones showed a decreased growth rate depen­
dent on the toxin concentration. Calli from a resistant dihaploid clone, 
however, grew initially uninhibited, but turned black and necrotic 
after one month of culture. 
In both instances calli expressed a reaction to the toxin. In the case 
of a toxin dependent reduced growth rate, one can select for mutant 
clones (somaclones) with a normal growth rate, which may grow into 
plants with an increased Phytophthora resistance. As resistance is 
manifested also by localizing the infection through rapid death of the 
infected cells in vitro, necrotic calli should be saved, as this might be a 
sign of hypersensitivity and consequently of resistance. The assump­
tion that necrosis of calli was caused by accumulation of phytoalexin 
could not be proven. 
Eine unabdingbare Voraussetzung für die Züchtung krank­
heitsresistenter Pflanzen ist der Test auf Widerstandsfähigkeit 
gegen den jeweiligen Erreger. Die bisher gebräuchlichsten 
Methoden dieser Resistenzprüfung werden auf dem Feld an 
der ganzen Pflanze oder im Labor an kleinen Pflanzenteilen 
durchgeführt. Mit der Entwicklung von Zell- und Gewebekul­
turtechniken hat man bei einigen pilzlichen und bakteriellen 
Krankheiten die Möglichkeit, Gewebestücke oder Zellen im 
Reagenzglas oder in der Petrischale in vitro zu testen. Dabei 
läßt man Pflanzen und Erreger zusammen wachsen und selek­
tiert anschließend auf gesundgebliebene Zellen oder Gewebe­
teile, aus denen dann funktionsfähige Pflanzen regeneriert 
werden. Es ist auch möglich, Toxine, die der Erreger ausschei­
det, als selektives Agens zu verwenden. Auch hier wird auf 
Überlebende selektiert. Diese Tests können unter genau kon­
trollierten Bedingungen, d. h. von der Umwelt unabhängig 
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